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研究成果の概要（和文）：モルモットにワラビを経口摂取させ膀胱癌が発癌するという過去の報告に従い再検し
た。１．ワラビ膀胱癌のHEと免疫染色、２．ワラビ膀胱癌から樹立した細胞のMorphologyを確認し、３．細胞株
の増殖能（in vitro）、４．ワラビ膀胱癌の免疫染色した結果、モルモット膀胱癌と確認できた。樹立した細胞
株は100回以上継代できているため、筋層非浸潤癌のモルモット膀胱癌が完成したと考えられた。モルモットは
脂質免疫に関して、ヒトと同じCD1bを持っている。CD1bはミコール酸のレセプターであり、今後この膀胱癌細胞
株を用いることで、脂質免疫とT細胞性免疫の関与の解明につながると考える。
研究成果の概要（英文）：We tested that guinea pigs can have bladder cancer by orally ingesting 
bracken. As a result of HE staining and immunostaining of the tumor of the bladder in the guinea 
pigs, it was confirmed that the tumor were non-muscle invaseve bladdere tumora.  Guinea pigs have 
the same CD1b as human for lipid immunity. CD1b is a receptor for mycolic acid and we believe that 
future use of this bladder cancer cell line will elucidate the involvement of lipid immunity and T 
cell immunity.
研究分野：尿路上皮癌
キーワード： モルモット膀胱癌　脂質免疫　ミコール酸　Mycobacterium bovis BCG　CD1b
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍の発癌・転移には、腫瘍細胞自体の
遺伝子変異、腫瘍細胞と間質細胞や免疫細胞
との相互反応が重要である。特に、癌幹細胞
か ら epithelial-mesenchymal transition
（EMT）を経て浸潤・転移に至る経路に関す
る知見から、この経路に炎症や免疫制御にか
かわる微小環境が重要な役割を果たしてい
ることが分かってきた。これらの知見は将来
的に腫瘍微小環境や免疫を標的とした抗腫
瘍薬の開発に重要である。しかし免疫環境が
維持された状態での発癌・転移に関する研究
は限定的であるため、ヒトの多様な免疫環境
下での発癌・転移や免疫治療の作用機序を解
析するには複数の系統での動物モデルが必
要である。 
我々は筋層非浸潤性膀胱癌における BCG 膀
胱内注入療法の有効性に着目し、BCG 菌体
成分を用いた新規免疫治療薬の開発を行っ
てきた。この過程で、BCG 菌体成分の組成
の中から細胞壁脂質成分であるミコール酸
（Mycolic acid（MA））が効果の中心的役割
を果たす可能性をみいだしている。MA は
CD1分子に提示され、CD1拘束性 T細胞に
認識されることが示されているが、CD1脂質
免疫機構がマウスとヒトとでは異なってい
る。MAの効果検証にあたりヒトの免疫環境
に類似するモルモット等での動物モデルの
確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多系統動物における尿路上皮発
癌モデルおよび同種移植モデル作成する。そ
して新規免疫治療薬の薬効評価、作用機序を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
① モルモットに乾燥ワラビ投与をし膀胱
癌を誘導し、腫瘍からモルモット膀胱癌細胞
株を樹立する。 
② 遺伝子改変改変マウスを用いて BBN 膀
胱発癌モデルによる発癌メカニズムを検討
する。 
③ MAを BCG Tokyo 172からサブ分画毎
に抽出し、リポソーム化する。 
④ MAリポソーム製剤の抗腫瘍効果につい
て膀胱癌マウス皮下モデルを用いて検討す
る。 
⑤ MAリポソーム製剤によって活性化する
免疫システムを明らかにするために、CD4/8
の組織免疫染色ならびにヌードマウス、beige
マウスで検討する。 
⑥ MA を２分子もつ糖脂質である TDM
（trehalose 6,6’ – dimycolate）をBCG Tokyo 
172から抽出、リポソーム化し抗腫瘍効果な
らびに作用機序について検討する。 
 
４．研究成果 
① モルモットに 5 週齢より乾燥ワラビを
30％含有した飼料を 100 日間自由経口摂取
させることにより膀胱発癌を確認した（図 1）。
免疫染色では cytokeratin陽性、vimentin陰
性であることから上皮系腫瘍と考えらた。 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1  ワラビ膀胱癌の HEと免疫染色 
ワ ラ ビ 膀 胱 癌 か ら 樹 立 し た 細 胞 の
Morphologyを確認し（GPUC-1と命名した）、
細胞株の増殖能（in vitro）、細胞株 DNAの
PCRを確認した。ワラビ膀胱癌細胞株の免疫
染色では cytokeratin陽性、vimentin陰性で
ありモルモット膀胱癌細胞株であることを
確認できた。（図 2）。しかし腫瘍形成能が in 
vivo で証明できなかった点が問題ではある
ものの、樹立した細胞株は 100回以上継代で
HE x100 HE x400 
vimentin x400 pan-CK x400 
きているため、筋層非浸潤性膀胱癌のモルモ
ット膀胱癌が完成したと考えられた。 
図 2 ワラビ膀胱癌細胞株の免疫染色 
② 脂質代謝酵素 PLD(PLD1、PLD2)に着目
し、6～8 週齢の PLD-WT、PLD1-KO、
PLD2-KOマウスに対して 0.025%BBNを自
由飲水にて投与し、16 週後、20 週後におけ
る膀胱癌発生の有無、浸潤度の評価を行った
（図 3）。膀胱癌の発生率に差異は認めなかっ
たが、PLD1-KO、PLD2-KO群において浸潤
性膀胱癌の発生率が低下している傾向がみ
られた。以上の結果から、PLD1、PLD2 が
膀胱癌の浸潤において重要な役割を有して
いる可能性が示唆された。 
図 3 PLD-KOマウスにおける BBN膀胱発癌 
③ MAの抽出およびリポソーム化について 
１）BCG Tokyo 172 加熱死菌からα -、
methoxy-、keto-の各 MA を薄層クロマトグ
ラフィーにより抽出した（図 4）。それぞれの
分画をMALDI-TOF/MSにて確認し、過去に
Uenishiらが報告した結果と一致した。 
２）抽出した各MAを DOPC、コレステロー
ル、デンドロン脂質 D22と混合することでサ
イズが 120から 150nmのカチオニックリポ
ソームを作成した。NBD コレステロールに
よ っ て 蛍 光 標 識 し た リ ポ ソ ー ム       
を用いて癌細胞への内包化を観察した（図 5）。 
 
④ MAリポソーム製剤の抗腫瘍効果 
C57BL/6 マウスに、同 strain から樹立され
た膀胱癌細胞株MB49（1×105 cells）と 100 
μL の試薬（リポソーム溶液(40 μg の MA
に相当)か PBS）を混合接種した（day0）。そ
の後 100 μLの試薬を day3、5、7に追加し
た。Keto-MAリポソームのみが腫瘍増殖抑制
効果を示したが（vs. PBS, p=0.028）、α-MA、
m-MAリポソームは効果を示さなかった（vs. 
PBS, それぞれ p=0.086、p=0.16）（図 6）。 
図 6 MAリポソーム製剤の抗腫瘍効果 
⑤ Keto-MA リポソーム製剤の T 細胞性免
疫誘導について 
先と同様のモデルで治療開始から 10 日目に
腫瘍底を切除し、CD4/8の免疫染色を行った。
Keto-MAリポソーム群の腫瘍において、CD8
陽性細胞数が有意に増加していた。一方で、
CD4陽性細胞数は Keto-MAリポソーム群の
腫瘍において多い傾向にはあったが有意な
差はなかった（図 7）。 
図 7 腫瘍に浸潤した CD4/8陽性細胞数 
T 細胞の欠如したヌードマウスでは
Keto-MA リポソームの抗腫瘍効果は消失し
た（図 8）。一方で NK活性の低下した beige
マウスでは Keto-MA リポソームの抗腫瘍効
果は保たれていた。 
図 8 ヌードマウスにおける腫瘍径の変化 
⑥ TDM リポソーム製剤の抗腫瘍効果、作
用機序について 
１）MA同様に BCG Tokyo 172から TDMを
抽出、リポソーム化し抗腫瘍効果について検
証したところ TDMリポソーム製剤は腫瘍増
殖抑制効果を示した（図 9）。 
 
図 9 TDMリポソーム製剤の抗腫瘍効果 
２）TDM をリガンドとするレセプターとし
てMincleレセプターがある。Mincle-KO骨
髄由来樹状細胞（BMDC）を用いた in vitro
実験ではサイトカイン産生が抑制された（図
10）。 
 
図 10 TDMリポソーム製剤の BMDC活性化 
今回、ヒト免疫に近いとされるモルモットに
おいて、膀胱癌細胞株は樹立できたが、免疫
環境が維持された発癌モデルの作成までに
は至らなかった。 
一方、BCG 細胞壁脂質成分である MA およ
び TDMの抽出、リポソーム化に成功し、抗
腫瘍効果を示すことを見出した。MAリポソ
ーム製剤の抗腫瘍活性には CD8陽性 T細胞
が必要であることが示され、TDM リポソー
ム製剤の活性には Mincle の関与が示唆され
た。今後は Mincle KO マウスを用いて抗腫
瘍活性を検証する予定である。MA、TDMの
抗腫瘍活性の解明は BCG 膀胱内注入療法の
解明ならびに結核免疫、脂質免疫の解明につ
ながると考えられる。 
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